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摘 要: 目的 探讨油酰乙醇胺( OEA) 对细菌脂多糖( LPS) 诱导的人急性白血病单核细胞( THP-1) 中前炎症因
子 TNF-α、IL-1β、IL-6 表达的影响，并初步探讨 OEA 作为过氧化物酶体增殖物激活受体-α( PPAR-α) 激动剂参与对
炎症调节的作用机制。方法 体外培养的 THP-1 细胞，分别加入不同浓度的 OEA( 10，20，40 μmol /L) 或非诺贝特
( 100 μmol /L) 共同孵育 1 h 后，用 1 μg /mL LPS 分别诱导 6 或 24 h。采用 RT-PCR、实时定量 PCR 和酶联免疫吸附
检测测定细胞中 TNF-α、IL-1β、IL-6 mRNA 和蛋白的表达的变化，并使用实时定量 PCR 及 Western blot 方法检测
PPAR-α及 Toll 样受体 4( TLR4) 的 mRNA 和蛋白的表达。结果 相对于正常 THP-1 细胞，LPS 诱导后细胞中炎症因
子( TNF-α、IL-1β、IL-6) 表达明显增加。OEA 对 TNF-α、IL-1β、IL-6 mRNA 和蛋白的表达有抑制作用，并呈现出一定
的剂量依赖性。且 OEA 在激活 PPAR-α表达的同时能够抑制 TLR4 的表达。结论 OEA 对 LPS 诱导的炎症反应有
抑制作用，其机制可能与激活 PPAR-α，下调 TLR4 的表达有关。
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The effect of oleoylethanolamide on the expression of cytokines in
lipopolysaccharide induced THP-1 cells
MENG Xiang-lan，ZOU Jun，ZHANG Le，JIN Xin
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Abstract: Purpose To investigate the effect of oleyletheanolamide ( OEA ) on the expression of
proinflammatory cytokines TNF-α，IL-1β，and IL-6 in lipopolysaccharide( LPS) induced THP-1 cells and
its mechanism． Methods THP-1 cells were pretreated with different concentrations of OEA ( 10，20，40
μmol /L) or fenofibrate( 100 μmol /L) for 1 h，before stimulated with 1 μg /mL LPS for another 6 h or 24
h． The expression of cytokines was detected by RT-PCR，Real-time PCR and Cell Enzyme linked immu-
nosorbent assay． Real-time PCR and western blot were performed to measure the expression of PPAR-α
and Toll like receptor 4( TLR4) in mRNA and protein levels． Results OEA inhibited the expression of
LPS induced TNF-α，IL-1β，IL-6 at mRNA and protein levels and markedly up-regulated PPAR-α，as well
as inhibited the expression of TLR4 in the LPS induced THP-1 cells． Conclusion OEA could inhibited
the inflammation of monocytes response to the stimulation of LPS，which may be related to the activation of
PPAR-α and down-regulation of the expression of TLR4．
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油酰乙醇胺 ( oleoylethanolamide，OEA) 是一种 内源性脂质调节物，属于脂肪酸乙醇胺( FAE) 家族，
50 多年前首次从植物和动物组织中将其提取出来。
近年来研究表明，体外受体蛋白配体相结合试验证
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osclerosis，AS) 病变部位均有表达，并影响 AS 病变
的过程［4-5］。有研究报道，PPAR-α 配体可以抑制星
形胶质细胞中的炎症反应［6］，为了深入研究 OEA 作
为高效 PPAR-α 受体特异性内源性配体在治疗 AS
上的作用及机理，进一步阐明其产生生物活性的本
质，本实验采用人急性白血病单核细胞( THP-1) ，观




OEA、非诺贝特、大肠杆菌 LPS( 0111: B4) ，美国
Sigma 公司; 胎牛血清，新西兰 Hyclone 公司; RPMI
1640 培养基，日本 GIBCO 公司; Trizol，美国 Invitro-
gen 公 司; 反 转 录 试 剂 盒，Fermentas 公 司; SYBR
Green PCR 混合液，美国 Roche 公司; Bradford 蛋白
定量试剂盒，天根生化科技公司; 人 TNF-α、IL-1β、
IL-6 ELISA 试剂盒，欣博盛生物科技有限公司; 鼠抗
人 PPAR-α 单 克 隆 抗 体，Millipore 公 司; 鼠 抗 人
TLR4 单克隆抗体，R＆D 公司; 鼠抗人 β-actin 单克
隆抗体，Santa Cruz 公司; ECL 发光系统，联科生物
公司。
核酸 蛋 白 测 定 仪，美 国 BECKMAN COULTER
公司; 荧光定量 PCR 仪，美国 Applied Biosystems 公
司; 多 功 能 酶 标 仪，美 国 Molecular Devices 公 司;




10%胎牛血清、100 u /L 青霉素、100 u /L 链霉素、
0． 05 mmol /L 2-巯 基 乙 醇 的 RPMI 1640 培 养 基，
37 ℃，5%CO2 培养箱培养，细胞密度在( 0． 2 ～ 0． 5)
× 106 个 /mL，每 2 d 传代 1 次。
1． 3 RT-PCR 及荧光实时定量 PCR
将 1 × 106 个 /mL 的 THP-1 细胞接种于 6 孔板，
分别加入终浓度为 10，20，40 μmol /L 的 OEA 及 100
μmol /L 非诺贝特孵育 1 h，再用 1 μg /mL LPS 诱导
6 h 后收集细胞，用 Trizol 提取细胞总 RNA，测量浓
度后，按照反转录试剂盒说明取总 RNA 1 μg 进行
反转录，取反转录产物 0． 5 μg 按照 PCR 试剂盒要
求建立反应体系，充分混合后置于荧光定量 PCR 仪
上进行扩增，扩增条件为: 94 ℃ 预变性 2 min，然后
94 ℃变性 30 s，60 ℃退火 40 s，72 ℃延伸 1 min，31
个循环，72 ℃最终延伸 10 min。结果以 GAPDH 为
内参，产物用 2% 琼脂糖凝胶电泳分析。以合成的
cDNA 第一链为模板进行实时荧光定量 PCR( 20 μL
体系) 。反应条件为: 50 ℃ 2 min，95 ℃ 10 min 进行
预变性，然后两步法进行扩增，95 ℃ 变性 10 s，
60 ℃退火 30 s，40 个循环。结果以 GAPDH 作为内
参，以 LPS 组( 不加药，仅加 LPS) 作为外参，采用公
式 2 － ΔΔCT计算出样品相对于 LPS 组的浓度。引物序
列见表 1。
表 1 RT-PCR 及 Real-time PCR 检测引物序列
Tab． 1 Primer sequence used for RT-PCR and Real-time PCR analysis
基因名称 引物序列 检索号 扩增产物长度 /bp
TNFα 5'-CAGCAAGGGACAGCAGAGG-3' NM_000594． 2 124
5'-AGTATGTGAGAGGAAGAGAACC-3'
IL-1β 5'-TGATGGCTTATTACAGTGGCAATG-3' NM_000576． 2 139
5'-GTAGTGGTGGTCGGAGATTCG-3'
IL-6 5'-TGATGAGGAACAAGCCAGAG-3' NM_000600． 3 238
5'-ATGCTACATTTGCCAAAGAG-3'
PPARα 5'-AATCCATCGGCGAGGATAG-3' NM_001001928． 2 288
5'-CCAGCTTGAGTCGAATCGTT-3'
TLR4 5'-TTGAGCAGGTCTAGGGTGATTGAAC-3' NM_138554． 3 143
5'-ATGCGGACACACACACTTTCAAATA-3'
GAPDH 5'-TGGTGAAGACGCCAGTGGA-3' NM_002046． 3 137
5'-GCACCGTCAAGGCTGAGAAC-3'




测。首先，在 12 孔板中每孔接种细胞 5 × 105 个 /
mL。用不同浓度的 OEA( 10，20，40 μmol /L) 及 100
μmol /L 非诺贝特孵育 1 h 后，再用 1 μg /mL LPS 诱




μmol /L) 及 100 μmol /L 非诺贝特孵育 1 h 后，再用 1
μg /mL LPS 诱导 24 h，收集细胞，加入裂解液裂解
30 min 后，11 580 r /min 离心 15 min，取上清液用
Bradford 法进行蛋白浓度的测定。SDS-PAGE 每孔
上样量为 30 μg，蛋白经电泳分离后，将胶上蛋白转
印到 PVDF 膜上，5%牛血清白蛋白室温封闭 1 h，然
后分别加入 1∶1 000 稀释的鼠抗人 PPAR-α 单克隆
抗体和 1∶500 稀释的鼠抗人 TLR4 单克隆抗体，4 ℃
孵育过夜，然后加入 1 ∶ 5 000 稀释的羊抗鼠二抗，
37 ℃孵育 1 h，ECL 底物后化学发光，使用 Kodak
IS4000R 系统检测成像，分析。实验以 β-actin 作为
内参蛋白。
1． 6 统计学处理
实验数据均以 ( x ± s ) 表 示，采 用 Prism 4 for




2． 1 OEA 对 TNF-α、IL-1β、IL-6 mRNA 表达的影响
首先 应 用 RT-PCR 及 荧 光 定 量 PCR 来 观 察
OEA 对 LPS 诱导的 THP-1 细胞中 TNF-α、IL-1β、IL-
6 mRNA 表达的影响。和正常的对照 THP-1 细胞相
比，用 LPS 诱导 6 h 后，细胞中 TNF-α、IL-1β、IL-6 明
显增加( P ＜ 0． 001) ，OEA 组和非诺贝特组均可以不
同程度地下调 THP-1 细胞中这三种主要前炎症因
子的表达( P ＜ 0． 05 ) ，结果见表 2 和图 1A。10，20
和 40 μmol /L OEA 对 IL-6 的抑制作用尤为显著，相
对于 LPS 诱导组抑制率分别为 42． 14%，48． 86% 和
66． 50%。40 μmol /L OEA 对 LPS 诱导的 IL-1β 与
IL-6 抑制作用与 100 μmol /L 非诺贝特相近，对于
TNF-α 的抑制作用为 46． 49%，优于 100 μmol /L 非
诺贝特的 20． 17%。
表 2 OEA 对 THP-1 细胞 TNF-α、IL-1β、IL-6 mRNA 表达的影响( n = 3，x ± s)
Tab． 2 Effects of OEA on mRNA expression of TNF-α，IL-1β，and IL-6 in THP-1 cells( n = 3，x ± s)
组 别
药物浓度
/ ( μmol /L)
mRNA 的表达量 / %
TNF-α IL-1β IL-6
正常对照组 － 5． 34 ± 3． 123 0． 13 ± 0． 053 0． 51 ± 0． 823
LPS 诱导组 － 100 100 100
LPS + OEA 组 10 75． 50 ± 9． 531 84． 21 ± 5． 231 58． 07 ± 4． 823
20 71． 28 ± 6． 822 71． 03 ± 17． 262 51． 39 ± 1． 633
40 55． 99 ± 14． 233 60． 11 ± 9． 023 33． 84 ± 6． 303
LPS + 非诺贝特组 100 80． 91 ± 6． 501 77． 74 ± 7． 071 30． 43 ± 3． 963
与 LPS 诱导组相比: 1P ＜ 0． 05，2P ＜ 0． 01，3P ＜ 0． 001
1P ＜ 0． 05，2P ＜ 0． 01，3P ＜ 0． 001 vs LPS group
2． 2 OEA 对 TNF-α、IL-1β、IL-6 蛋白表达的影响
和荧光实时定量 PCR 结果类似，LPS 诱导后
TNF-α、IL-1β、IL-6 的蛋白表达均明显上调。OEA
组和非诺贝特组对三种炎症因子的表达有不同程度
的抑制作用，结果见表 3。并且对 IL-1β 和 IL-6 的
下调作用强于对 TNF-α 的作用。10，20，40 μmol /L
OEA 和 100 μmol /L 非诺贝特对 IL-1β 的抑制率分
别为 42． 22%，53． 30%，62． 67% 和 72． 41%。对 IL-
6 的 抑 制 率 为 33． 21%，64． 43%，82． 37% 和
74． 44%。随着 OEA 浓度的增大，其抑制作用随之
增大。40 μmol /L OEA 的作用与 100 μmol /L 非诺
贝特的作用相近。
2． 3 OEA 对 LPS 诱导的 THP-1 细胞中 PPAR-α 表
达的影响
给予 LPS 刺激后 6 h 后，THP-1 细胞中 PPAR-α
mRNA 表达较对照组降低，加入 OEA 和非诺贝特后
PPAR-α mRNA 表达有所上调，结果见表 4 和图 1B。
10，20，40 μmol /L OEA 诱导的 PPAR-α 表达为 LPS
组的 1． 18，1． 37 和 1． 54 倍。用 Western blot 检测，
LPS 诱导 24 h 后 PPAR-α 蛋白的表达，结果与荧光
定量 PCR 结果类似。表明 OEA 与非诺贝特均可以
增加 LPS 诱导的 THP-1 细胞中 PPAR-α 的表达。
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表 3 OEA 对 THP-1 细胞 TNF-α、IL-1β、IL-6 蛋白表达的影响( n = 4，x ± s)
Tab． 3 Effects of OEA on protein expression of TNF-α，IL-1β，and IL-6 in THP-1 cells( n = 4，x ± s)
组 别
药物浓度
/ ( μmol /L)
蛋白的表达量 / %
TNF-α IL-1β IL-6
正常对照组 － 21． 6 ± 2． 93 未检出 未检出
LPS 诱导组 － 988． 2 ± 36． 8 784． 6 ± 245． 4 593． 2 ± 89． 7
LPS + OEA 组组 10 847． 4 ± 73． 9 453． 9 ± 79． 72 396． 2 ± 130． 42
20 776． 5 ± 100． 81 349． 6 ± 57． 73 211． 0 ± 34． 13
40 602． 9 ± 210． 73 292． 9 ± 82． 43 104． 6 ± 53． 13
LPS + 非诺贝特组 100 707． 8 ± 93． 92 216． 5 ± 51． 53 151． 6 ± 62． 43
与 LPS 诱导组相比: 1P ＜ 0． 05，2P ＜ 0． 01，3P ＜ 0． 001
1P ＜ 0． 05，2P ＜ 0． 01，3P ＜ 0． 001 vs LPS group
1． 对照; 2． LPS 诱导组; 3 ～ 5． 10，20，40 μmol /L OEA + LPS; 6． 100
μmol /L 非诺贝特 + LPS
1． Control; 2． LPS stimulation group; 3-5． Treatment with ( 10，20，40
μmol /L) OEA + LPS; 6． Treatment with 100 μmol /L Fenofibrate + LPS
图 1 OEA 对 LPS 诱导的 THP-1 细 胞 TNF-α、IL-1β、IL-6
mRNA( A) ，PPAR-α 蛋白( B) 和 TLR4 蛋白( C) 表达的影响
Fig． 1 Effects of OEA on mRNA expression of TNF-α，IL-1β，
IL-6( A) ，on protein expression of PPAR-α( B) and on protein
expression of TLR4( C) ，in LPS induced THP-1 cells
2． 4 OEA 对 LPS 诱导的 THP-1 细胞中 TLR4 表达
的影响
LPS 诱导 6 h 后，细胞中 TLR4 的 mRNA 表达上
调，而加入 OEA 和非诺贝特，其上调作用受到不同
程 度 的 抑 制，结 果 见 表 4 和 图 1C。10，20，
40 μmol /L OEA 对 TLR4 的 mRNA 表达与 LPS 诱导
组 相 比，抑 制 率 分 别 为 15． 60%，40． 78% 和
41． 53%。用 Western blot 检测 24 h 诱导后 TLR4 蛋
白的表达变化，观察到与荧光定量 PCR 结果相似。








表 4 OEA 对 THP-1 细胞 PPAR-α及 TLR4 mRNA 表达的影
响( n = 3，x ± s)
Tab． 4 Effects of OEA on mRNA expression of PPAR-α and
TLR4 in THP-1 cells( n = 3，x ± s)
组 别
浓度
/ ( μmol /L)
mRNA 的表达量 / %
PPAR-α TLR4
正常对照组 － 137． 7 ± 7． 32 58． 68 ± 28． 362
LPS 诱导组 － 100 100
LPS + OEA 组 10 118． 0 ± 21． 21 84． 41 ± 1． 40
20 137． 8 ± 19． 71 59． 22 ± 3． 202
40 154． 2 ± 8． 72 58． 47 ± 5． 602
LPS + 非诺贝特组 100 144． 5 ± 4． 22 54． 72 ± 5． 512
与 LPS 诱导组相比: 1P ＜ 0． 05，2P ＜ 0． 01
















中 TNF-α、MMP-9 的表达，并且通过 TLR4 受体通路
的调节而发挥效应［14］。为了观察 OEA 作为 PPAR-
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的表达，并且对 IL-6 的抑制作用尤为显著。荧光实
时定量 PCR 和 Western blot 结果显示，LPS 诱导的
THP-1 细胞中 PPAR-α 表达与正常对照组相比有所
降低，而给予激动剂后 PPAR-α 上调，表明 OEA 在
发挥生物效应中，PPAR-α 参与了这一过程的调节。
同时观察到，经 LPS 诱导后，TLR4 的表达增加，OEA
可以抑制 LPS 诱导的 TLR4 的上调。表明 OEA 可
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